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Abstract： Oral vaccine against streptococcus infection in yeilowtail Seriola quinqueradiata is already commercial－
ized， however the vaccine has disadvantageous property that much amount is necessary to induce enough ethca－
cy． One of the proposed reasons for it is that antigenicity of the admmistrated antigen is decreased while it pas－
ses the stomach of fish． Present study is conducted to develop encapsulated vaccine to protect antigen from the
effect of stomach． Firstly， culture and inactivation conditions of the bacterium Lactococcus garvieae were ex－
am血ed to get highly antigenic ce皿s． L． gawteae S－2433 strain was cultured with and without shakilg in brain
heart infusion broth． Antigenicity was determined by agglutination using antisera against two types of L． garvteae．
Antigenicity was also determ血ed after血activation with various concentra廿ons of formalin and by heat血g at di丘e－
rent temperatures． Encapsulation of vaccine was carried out by the method of mixing acetone dissoiution of cellu－
lose acetate phtha蓋ate to antigen dispersed in paraf巨n o正Co血mation of encapsUlation of the antigen was carried
out using Ouchterlony immunodi血sion test． The highest aggiutination of the bacterium was f6md when it was
cUltured 9－12 h With shakmg at 30℃． High antigenicity of the bacterium is shown when it was血activated輌th
O．2 90 formaliri or by heating for 30 min at 1000C． The diameter of the capsule preparation ranged 30－70 ptm，
showing spherical body． The result of Ouchterlony test showed that the antigen was encapsulated and the eR－
capsulated antigen was released at neutral pH but not at low pH． Thus， a possiblity that this enteric－coated mic－
rocapsule is available for the development of new eral vaccine．
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緒 言
 ブリSeriolα quinqueradiataは西日本の海面養殖の根幹となる魚種である．しかし，過密養殖に
よる漁業環境の悪化や種々の疾病の発生による被害など多くの問題をかかえている．疾病のな
かでも，ブリ養殖業に最も大きな被害を与えているのは，細菌性疾病の連鎖球菌症である．本
症は1974年に高知県下のブリ養殖場で最初に見つかり（楠田ら，1976），次第に全国に広まった
（室賀・江草，1996）．現在，本症の治療にはエリスロマイシン，塩酸オキシテトラサイクリン，
フロルフェニコール等が使用されている＊．しかし，治療効果が十分でない場合も多く，大き
くなった魚に投薬する費用が高いことや薬剤耐性菌が出現するなどの問題点がある．これらの
＊水産庁（1997） 水産用の医薬品の使用について．第12…報．
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ことから，病害対策として魚が本来持っている生体防御能を高める方法が検討されている．ワ
クチンによる免疫はその主要な方法のひとつである．ワクチン投与方法には注射法，浸漬法お
よび経口投与法がある．注射法は効果は高いが手間がかかり，魚に強いストレスをかけるとい
った問題があり，浸漬法は海面養殖には不向きである．経口投与法は魚へのストレスがなく，
餌にまぜて投与することで海面上での作業にも適している．しかし，ワクチンが多量に必要で
あり，免疫の効果も低いとされている．その理由として，胃でワクチンが分解あるいは不活化
されることや，腸後方部の腸管上皮細胞から抗原が十分に吸収されないことが考えられている
（藤野・永井，1987）．現在，本症に対するワクチンはすでに実用化されている（川合，1998）．
このワクチンは病原菌であるLactococcus garZiieaeの培養菌をホルマリンで不活化したもので，
経口投与法により養殖場で使われているが，使用対象魚は300g以下のブリに限られている．こ
れは，大きな魚でのデータが得られていないためであり，今後どのような大きさの魚でも使用
できるようにするには，それなりのデータを示す必要がある．また，実際に大きな魚でワクチ
ンを使用できるようにするには，胃でワクチンが無駄に不活化されることを防ぐ方法を開発し，
経ロワクチンの欠点の一つとされる多量投与必要の問題点を改善する必要がある．そこで，本
研究では胃を無事に通過したのち腸で溶解するマイクロカプセルにワクチンを封入する方法を
検討しようとした．また，投与ワクチン量を少なくするためには，ワクチンの抗原性を高める
ことも有効であるので，抗原性の高い骨体を得るワクチンの調製方法も合わせて検討した。
材料および方法
 供試菌株および増殖曲線の作成
 供試菌株には，1983年に愛媛県でブリから分離したL．garvieae S－2433株を用いた．高層培養
保存菌から1白金線量をとり，3－4・mlのブレインハートインヒュージョン（BHI）ブイヨン培
地に接種して，30℃で1晩前培養した．この1白金耳量を，あらかじめ30DCにしておいたBHI
ブイヨン培地に接種して振とう培養した．以下，ことわりのない限り，振とうの速さは119rpm
とした．0，3，9，14，18および27時問後に3mlずつ無菌的1こ取り出し，600㎜における吸
光度の測定および寒天平板塗抹法による生菌数測定を行った．
 抗原性の測定
 とくにことわりのない限り，培養後0．5コ口ルマリンで不活化した菌を用いた．抗血清には
L． garvieae SS91－014株に由来し，抗YT－3株血清に凝集性を示す014A亜株，および凝集性を示
さない014N旧株（Ahm 6’磁，1996）に対する抗014Aおよび抗014Nウサギ血清を用いた．抗
血清に対する凝集価はマイク四一イター法により測定した．
 培養条件と抗原性
 300m♂の三角フラスコに200・mlのBHIブイヨン培地を入れたものを2つ用意し，前培養菌を
接種した．そして，一方は振とう培養，他方は静置培養を行って経時的に一部を取り出し，凝
集価の測定に用いた．
不活化条件と抗原性の検討
不活化するホルマリン濃度の抗原性に及ぼす影響は次のようにして調べた．培養菌液を3 ml
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ずつ取り出し，それぞれ濃度が0．1，0．2，0．3，0。4および0．5％となるようにホルマリンを加え，
25℃で一晩インキュベートして不活化した．菌の不活化を確認するために，それらの菌液を
BHI寒天平板培地に1白金耳分を塗抹して菌の増殖の有無を観察した．対照には不活化してい
ない菌液を用いた．これらの菌液を遠心して集めた菌をPBSに懸濁し，凝集価を測定した．
 不活化温度の抗原性に及ぼす影響は次のようにして調べた．培養菌液を60℃・5分，80℃・5
分，および1000Cで30秒・5分・30分それぞれ加熱したのち，凝集価を測定した．不活化の確認
は，前記と同様に平板塗抹して行った．
 カプセル用ワクチン試料の調製
 まず，ホルマリンで不活化した菌体をカプセルに内包することを試みた。しかし，この方法
で作製したカプセルは球形にならず，また遠心により潰れてしまった．そこで，リゾチーム処
理によって菌体から抽出される抗原をカプセル用ワクチン抗原として用いた．リゾチーム抽出
抗原は次のように調製した．BHIブイヨンで12時間振とう培養後に，0．3％のホルマリンで不活
化した上体をPBSで洗浄したのち，湿重量で10％（W／V）となるようにPBSに懸濁した．こ
れに濃度が2mg／mlになるように卵白リゾチームを加え，30℃で2時間インキュベートして行
った．これを8，500×gで5分間遠心した上清をワクチン試料とした．この上清に抗原が含まれ
ているかは，オタタ眠草ー法によるゲル内沈降反応を行って確認した．
 マイクロカプセルの作製
 マイクロカプセルは藤野・永井（1992）の方法に準じて作製した．製法の手順はFig．1に示
すとおりである．まず，200 mlのビーカーに流動パラフィンを50 mJ入れ，界面活性剤Span 80（ナ
カライテスク）を0．4％になるように加え，抗原溶液1mlをかくはんしながら滴下し，空気が
入らないように2分間かくはんした．
別に酢酸フタル酸セルロース0．4gを
アセトン4m1に溶解し，ジエチルフ
タレート0．12gと95％エタノール0，4
mlを加えた混合液を用意し，これを
前述の抗原溶液を懸濁した流動パラ
フィンにかくはんしながら滴下した．
抗原溶液の全量を加え5分間かくは
んしたのち，かくはんを続けながら
クロロホルム15m1を滴下した．これ
を85×g，4。Cで10分間遠心し，沈
殿として得たカプセルに15mJのクロ
ロホルムを加えてカプセルの膜を硬
化させた．最後にろ紙上に取って．風
乾し，これを供試ワクチンのマイク
ロカプセルとした．
   Acetone 4ml
     十
Cellulose acetate phthalate O．4g
Intermixture of diethil
phtalate O．12g
Intermixture of 95010
ethanol O．4ml
  liquid paraffin 50ml
     十
   Span80 O．2ml
     十
10010（W／V） antigen solutien 1ml
St廿
Drep wile stirring
ChlGrefexrn 15ml
Drop w旦e stirri皿9
Stir for 2 min without
  air bubbles
Stir for 5 min without
  Air bubbles
85×g， 40C，
  10mi皿
Chloroform 15ml
Precipitate
Drop wile stir血9
Air－drying
Microcapsule enveleped antigen
Fig． 1． Procedure for cellulose acetate phthalate microcap－
   sulation of Lactococcus garvteae antigen．
74 川合・畑本
 マイクロカプセルの抗原内包の確認
 試作したマイクロカプセルに抗原が内包されているか確かめるため，カプセルを崩壊して内
容物を取り出した．まず，塩化ナトリウム0．2gを蒸留水100・mlに溶かし，濃塩酸を滴下して
pH 1，1とした溶液を第1液とした．つぎに，0．2Mリン酸化カリウム溶液25・mlに5M水酸化ナト
リウム溶液4．72 mlを加え，蒸留水で100・mlとしたpH 6．8の溶液を第2液とした．この第1液1
mlとマイクロカプセルO．05 gを試験管に入れ数分間置いたのち，85×gで5分間遠心して上清
を除去した．この作業によってマイクロカプセルの表面に付着している可能性のある抗原を除
いた．その後，第1液1・mlを加え，30℃で2時間振とうした．振とう後85×gで5分間遠心し
た上清を冷蔵保存した．沈殿として回収したマイクロカプセルにはさらに第2液を1ml加え，
上記と同様に30℃で1時亭亭とうしたのち，8，500×gで5分間遠心して得た上清を冷蔵保存し
た．以上の操作で得られた第1液と第2液の上清中に抗原が含まれているか，オクタロニー法
により確認した．
結 果
 増殖と抗原性
L．garvieae S－2433株を30℃で振とう培養した場合，6時間後から対数噌殖期に入り，14時間
後から定常期に入った（Fig．2A）．この培養条件における菌の抗原性は9－12時間培養後，すな
わち対数増殖期で高かった（Fig．2B）．培養時の振とうの有無について抗原性を比較した結果，
Fig．3に示すように振とうした場合のほうが抗原性が高かった，
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 菌の不活化法と抗原性
 どのホルマリン濃度で不活化した場合も，
生菌は確認されなかった．また，調べた範囲
の濃度で抗原性が失われるものは認められな
かった（Fig．4）．抗原性が高かったのは， o．2
％の濃度で不活化した菌であった．
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Fig． 3． Effe t of shaking of the culture on the
   antigenicity of Lactococcus garvieae S－
   2433 strain．
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    garvteae S－2433 stram with lysozyme
    Center well antr－014 rabbit serum
    Samples A， lysozyme－extracted frac－
    tion， B， PBS－extracted fraction
 加熱不盾化の場合，60℃・5分および100。C・
30秒の加熱では生菌が確認され，不活化が完全
ではなかった．抗原性は100℃・30分加熱した菌
が最も高く，次いで60℃，800Cであった（Flg．
5）．
 リゾチームて抽出された抗原
 リゾチーム抽出画分には，Flg 6で示すよう
に2本の沈降線で示される抗原が確認できた．
このうち1種類は，菌をPBSで洗浄した液によ
ってもわずかながら確認できた．
灘糠
麹
Fig． 7． Micrographs of cellulose acetate
     phthalate rmcrocapsules contaming
     lysozyme－extracted antrgen Scales
     mdrcate 10 ptm
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 マイクロカプセルの形状
 作製したカプセルはFig．7に示すように，ほ
ぼ球形であった．直径は30－70μmの範囲のばら
つきを示し，複数のカプセルが塊になっている
ものも認められた．
 カプセル化抗原およびその溶出
 カプセル化したのち，第1液および第2液に
溶出した抗原を比較した結果をFig．8に示す．
リゾチーム抽出二分と」鱈青の問には2本の沈降
線が形成されたが，血清穴に近いほうの沈降線
はカプセルから溶出した第1液の．L清，第2液
の上清と血清の問に形成された沈降線と融合し
ていた．このことから，カプセルにはカプセル
化する前の抗原溶液の一部が含まれていること
が分かった．また，第1液で溶出した抗原が形
成した沈降線は，第2液で溶出した抗原が形成
した沈降線に比べて薄いことから，pHが低い第
1液ではカプセルの崩壊があまり起こらないと
いう結果が得られた．
A
・〈p
Fig． 8． Release of microcapsulated antigen at
   low aRd neutral pH． Center well： anti－
   014 rabbit serum． Sampies： A， re－
   leased aRtigen at pH 1．1； B， released
   antigen at pH 6．8； C， lysozyme－ex－
   tracted aRtigen before encapsulation．
考 察
 実用的なワクチンを開発する際に重要なことは，理論的にあるいは現象として基本的に効果
が認められるワクチンについて，いかにその効果を上げるかということである．本研究はブリ
の連鎖球菌症の病原菌であるL．garvieaeの抗原性を検討し，これに対するワクチンを腸溶性マ
イクロカプセルに内包することで，経口免疫における効果を上げることを目的として行った．
まず，ワクチンとなる菌を培養したときの増殖段階と懇懇の抗原性との関連を抗血清との凝集
反応で測定した結果，対数増殖期にある菌が高い抗原性を示すことが明らかになった．また，
不活化法については，ホルマリン不活化濃度なら0．2％，熱処理なら1000Cで30分のものがよい
と思われる．100℃・30分目加熱で高い凝集佃iが得られたことについて原因は明らかでない．加
熱によって自家凝集が高まったことは考えられるが，100。C・30分加熱のものでとくに強い自家
凝集が認められたということはなかったので，強い加熱によって菌体表面を覆っていた抗原性
の低い物質がはがれて，菌体が凝集しやすくなったのではないかと思われる（Yoshidaθ’砿，
1997）．
 つぎに，ワクチン抗原のカプセル化のために今回使用した酢酸フタル酸セルロース法は，流
動パラフィン中を浸透するアセトンに溶解させた酢酸フタル酸セルロースを，流動パラフィン
中で分散させた芯物質（L．garvieae抗原溶液）の表面に沈殿・析出させるという方法であるが，
この方法で作製したカプセルはヒトやイヌのワクチンとして既に使用されており，またそれら
は腸溶性という比較的不偏的な特徴をもつので（藤野・永井，1992），魚類においても有効と思
われる．作製したカプセルはほぼ球形であるが，いびつな形のものもあり，直径も一定ではな
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かった．このようなばらつきが生じた理由として，カプセルを作製する際のかくはん速度や酢
酸フタル酸セルロースの濃度が微妙に影響したことによるものと思われる．Lee and Tzan（1992）
は酢酸フタル酸セルロースの濃度が高いほど，カプセルの表面がなめらかで，硬いものができ
ると報告している．また，酢酸フタル酸セルロース以外にもポリラクチドコグリゴリドやポリ
ラクチックアシッドなどの腸溶性ポリマーを使用したカプセルもそれぞれSah and Chien，（1996）
およびAlonsoθ’磁（1993）によって紹介されている．このようにカプセルの作製方法やその材
料はさまざまであり，今後さらに改良の余地が考えられる．今回作製したカプセルにはリゾチ
ーム処理菌体成分が内包されていることが確認された．したがって，このような水溶状態の抗
原をカプセル化することが可能であることが確認できた．しかし，内包された抗原の割合は未
確認であり，効率のよい内包の条件は別に検討する必要がある．また，粒子状の菌体をカプセ
ル化することについては，さらに検討が必要である．作製したカプセルに対するpHの影響に
ついては，オタタロニー試験の結果，第1液（pH 1．1）でカプセルは壊れにくく，第2液（pH
6．8）では多くのカプセルが崩壊した．Nagai and Fujino（1995）は，今回用いられた方法により
作製した牛血清アルブミン（BSA）内包カプセルをウナギに経口投与したところ， BSAが血液
中に移行したことを報告している．魚類はヒトに比べて胃と腸でのpHの差は少なく，ブリの
胃ではpH 5前後，腸ではpH 6前後であることが知られている．したがって，今回作製したカ
プセルをブリに投与した場合，ワクチンの効果が期待できるものと思われる．これからの課題
としては餌に混ぜるときのカプセルの崩壊の可能性や，実際に魚に投与することによる効果に
ついての検討があげられる．
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